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骨のうちの 3 分の 1 程度を対象としたことに
なる。
表 1　解析した青谷上寺地遺跡出土のサンプル
No. Code 部位 解析部分
1 29240 上顎骨 右第 2 大臼歯
2 26530 上顎骨 左第 2 大臼歯
3 27708 上顎骨 右第 2 大臼歯
4 26396-1 上顎骨 右第 2 大臼歯
5 29608-1（26356-1下顎）下顎骨 左第 3 大臼歯
6 29241-1 上顎骨 左第 2 大臼歯
8 30943（33762 下顎） 下顎骨 右第 3 大臼歯
9 27704 側頭骨 右
10 27203 上顎骨 左第 3 大臼歯
12 29617 上顎骨 左第 2 大臼歯
14 27971-1 上顎骨 右第 2 大臼歯
15 27893 側頭骨 左
19 31008 上顎骨 右第 2 大臼歯
21 26349 側頭骨 右
22 27999 側頭骨 左
23 27674 側頭骨 右
25 26824 側頭骨 右
26 29942 側頭骨 右
27 26209-2 側頭骨 右
29 27866-1 側頭骨 右
30 32004 側頭骨 右
32 26356-1 下顎骨 右第 2 大臼歯
33 7437-7446 上顎骨 右第 1 大臼歯
SX1 27893 側頭骨 右
S1 27163-1 下顎骨 右第 3 大臼歯
S2 27972 下顎骨 右第 2 大臼歯
S3 29250-1 下顎骨 左第 3 大臼歯
S4 29547 下顎骨 左第 3 大臼歯
S5 30558 下顎骨 左第 3 大臼歯
S6 30723 下顎骨 右第 2 大臼歯
S7 30738 下顎骨 右第 3 大臼歯
S8 31107 下顎骨 右第 1 大臼歯
S10 31822 下顎骨 左第 1 大臼歯
S11 31909 下顎骨 左第 1 大臼歯
S13 32924-1 下顎骨 左第 3 大臼歯
S14 33685 下顎骨 左第 3 大臼歯
S15 30614 下顎骨 右第 2 大臼歯







で同量のサンプルを採取した。DNA の抽出は Adachi et al.［2013］に従って行った。最初に，試
料汚染（コンタミネーション）を防ぐために，側頭骨と臼歯の表面を DNA 除去液（DNA Away, 
Molecular Bio Products）で拭き上げた後，再度 DNase/RNase free の減菌蒸留水で拭き取り，
UV リンカーにより，45 分間の紫外線照射を上下面の双方に対して行った。
　試料粉末の脱灰は，サンプルに 8 ml の EDTA pH 8.0 の溶液を加え，56 ℃で低速回転させなが
ら一晩かけた。その後，溶液を 8000 rpm で 1 分間遠心して上清を除去し，残存したペレットに
再度 8 ml の EDTA pH 8.0 の溶液を加え，56 ℃で低速回転させながら，さらに一晩脱灰を行っ
た。脱灰後，溶液を 8000 rpm で 1 分間遠心して上清を除去し，残存したペレットに 1000 μ l の
Genomic Lyse buffer（Genetic ID）および 50 μ l の 20 mg/ml proteinase K を加えて懸濁し，低
速回転させながら 56 ℃で一晩かけてタンパク質を溶解した。溶解後の溶液を 1500 μ l のフェノー
ル・クロロホルム・イソアミルアルコール（25 : 24 : 1）および 1500 μ l のクロロホルムで抽出し
たのち，Fast ID DNA extraction kit（Genetic ID）を用いて DNA 溶液を得た。DNA の溶出には， 
65 ℃に加温した 130 μ l の Buffer EB（QIAGEN）を用いた。
3. APLP 法によるミトコンドリア DNA ハプログループ分析
　最初に抽出した DNA 溶液に解析に充分な量の DNA が残っているかを確認するために，APLP
法（Amplified Product-Length Polymorphism method）［Umetsu et al., 2005］によるミトコンドリ
ア DNA ハプログループ分析を行った。方法は安達他［2014］と Kakuda et al. ［2016］の方法に従っ
て実行した。まず，ミトコンドリア DNA のマクロハプログループである M および N と，それぞ
れの下位のハプログループを決定するプライマーセット M および N を用いた 6-plex の PCR を行
い，マクロハプログループの M と N の判定およびその下位のハプログループの推定を行った。こ
の実験で増幅が確認されたサンプルに対し，更にハプログループを細分するために，プライマーセッ
トを用いた PCR 反応を行った。得られた PCR 溶液を電気泳動し，ハプログループの判定を行った。
4. 次世代シークエンサによる解析のためのライブラリ作成と DNA の濃縮
　最初に次世代シークエンサ（NGS：Next Generation Sequencer）を用いて抽出した DNA を
分析するために，Meyer and Kircher［2010］および Rohland et al. ［2015］の方法に一部修正を加
えて NGS 分析用ライブラリの作成を行った。調整した NGS 用ライブラリには，古代人由来の核
DNA やミトコンドリア DNA に加えて，死後に骨や歯に侵入したバクテリアなどの混入 DNA が
含まれている可能性がある。先行研究でも古人骨から抽出した DNA では多くの場合，バクテリ
ア由来の DNA が全体の 99 % を占めており，古代人由来の DNA はわずかであることが指摘され
ている［Green et al., 2008］。このようなライブラリから効率的に古代人の DNA の分析を行うため




［Maricic et al., 2010］の方法，核 DNA 断片を MYbaits WGE（Whole Genome Enrichment）（Arbor 
Biosciences, Michigan, USA）のプロトコル（v4）の方法を用いて濃縮を試みた。
ミトコンドリア DNA の分析には MiSeq（Illumina 社）を用い，核ゲノムの分析には Hiseq X Ten
（Illumina 社）を用いた。得られた DNA 配列データのマッピングおよびデータフィルタリングは
それぞれ，篠田他 ［2017, 2019］の方法を用いて行った。
5. DNA データの信頼性の確認とミトコンドリア DNA ハプログループの推定
　古代 DNA では，死後に DNA 配列のシトシン塩基に脱アミノ化が起こる現象が知られている
［Briggs et al., 2007］。また DNA の長さもほとんどが 100 塩基以下の長さに断片化しているため






下，G/A と記載）。そこでミトコンドリア DNA 標準配列（rCRS） ［Andrews et al., 1999］に再マッ
プされたリードを用いて，そのリード長と C/T および G/A の割合を調べて，マップされたリー
ドが古代 DNA に見られる特徴を有しているかどうかを判定した。調べる際には，ソフトウェア
MapDamage2.0［Jónsson et al., 2013］を使用した。また，リード長は挿入・欠失の有無に関係なく，
リファレンスゲノムのマッピングされた領域のスタートサイトとエンドサイトから計算した。
　古代人由来の DNA を含むと判定されたライブラリについては，ミトコンドリア DNA のハプロ
グループを決定するために SNPs の検出を行った。検出された SNPs から PhyloTree-Build 17［van 
Oven and Kayser, 2009］を参照してハプログループを判定し，最後に，判定されたハプログループ
の結果を APLP 法で得られた結果と比較した。また，Kanzawa-Kiriyama et al. ［2017］の手法を
用いて汚染率の推定を行い，データの信頼性を確認した。
6. 核ゲノムデータの解析
　ヒト由来の DNA の濃縮を行うために，MYbaits を用いた。濃縮後のライブラリは，次世代シー
クエンサ HiSeq X Ten の 4 レーンを用いて 150 bp ペアエンドでシークエンスした。得られたデー
タをフィルタリングしたのち，ヒトリファレンスゲノム（GRCh37）へマッピングした。さらに
マッピングクオリティでフィルタリングしたあと，PCR 重複を除去した。一連の解析作業は篠田




セットを用意した。データセットには，The 1000 Genomes Project Consortium（1KG）［2012］
と Simons Genome Diversity Project （SGDP）［Mallick et al., 2016］を統合した現代人のゲノムデー
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タに，古代人のゲノムデータとして本研究で得られた青谷上寺地のデータ，船泊縄文 5 号，23 号
［Kanzawa-Kiriyama et al., 2019］，三貫地 131464 号［Kanzawa-Kiriyama et al., 2017］，McColl et al. ［2018］
の伊川津縄文 IK002，下本山 2 号，3 号［篠田他，2019］，Tianyuan （40,000 年前の古代東アジア人）［Yang 
et al., 2017］，Devil’s Gate 1 と 2（7,700 年前のアムール川下流域の古代東アジア人）［Siska et al., 
2017］を統合して作成した（集団の略称については付表 1）。一般に古代人ゲノムはシークエンスの
平均深度が低く遺伝子型の決定が困難であることから，古代人ゲノムを統合する際には，ソフトウェ
ア pileupCaller（https://github.com/stschiff/sequenceTools）を用いて，重複する各 SNP サイト
について一方のアリルをランダムサンプリングした。続いて，C/T 置換の影響を避けるためにト
ランスバージョンサイト（プリンとピリミジン間での変異）のみを抽出した。統合後のデータセッ
トの SNP 数は 5,000K SNPs となった。統合データセットはソフトウェア EIGENSOFT［Patterson 
et al., 2006］の convertf を用いて PLINK フォーマットへ変換した。
　集団を比較するために，主成分分析（PCA）を行った。解析前にソフトウェア PLINK［Purcell 
et al., 2007］にてゲノムデータのフィルタリング（--geno 0.1 --maf 0.01）を行なった。フィルタ
リングの後，EIGENSOFT の convertf を用いて EIGENSTRAT フォーマットに変換し，変換後
のデータから EIGENSOFT の smartpca を用いて PCA を行なった。この際，古代人については，
lsqproject オプションを用いて現代人の PC へのプロジェクションを行い，現代人と重複している
SNP 数が 2,000 を超えている個体のみを PCA の図に反映させた。
Ⅲ 結果
1. ミトコンドリア DNA 分析
　抽出された DNA について，最初に APLP 法を用いて，ハプログループ M と N を細分するプラ
イマーセットで PCR 反応を行い，更にハプログループを細分するプライマーセットを用いた分析
を行った。電気泳動によって，実験を行った 38 サンプルについて，ミトコンドリア DNA ハプロ
グループの簡易的な判定を行った（図 2）。次に NGS を用いて，これらのサンプルのミトコンドリ
ア DNA の全配列を決定して，その配列情報を基に各サンプルのハプログループを決定した（表 2）。
その結果，4 つのサンプルでは結果が安定しなかった。これらのサンプルは，経年的な変成によって，
解析するために充分なクオリティの DNA が残っていなかったと考えられる。従ってミトコンドリ




全配列が完全に一致したものが 2 組あった。ミトコンドリア DNA は母系に遺伝するので，この 2
組は同一個体の頭骨と下顎骨である可能性がある。従って，34 サンプルの最少個体数は 32 個体で
あると判断した。
　異なる個体間で，ミトコンドリア DNA の配列が完全に一致したものは 3 組存在した。これらに
は，個体間で母系での血縁関係があると判断される。従って 32 個体のうち，母系の血縁がある可





　ミトコンドリア DNA のハプログループ別の内訳を図 3 に示した。ハプロタイプの多様性を反映
して，13 種類のハプログループに分類されている。このうち最も大きな比率を持つのはハプログ
ループ D4b の 24 % で，次が N9a の 15 % であり，それ以外は 10 % 以下の比率だった。現代日本
人で最も多いハプログループである D4a は 2 体のみだったが，ハプログループ D4 に属するものは
全体の 45 % を占めており，現代日本人の 32 % ［Tanaka et al., 2004］を大きく上回っている。注目
すべきは，この中で明らかに縄文系と考えられるハプログループがほとんどないことである。縄文
の代表的なハプログループは M7a と N9b であるが［Adachi et al., 2011］，青谷上寺地遺跡のサンプ
ルでは，前者が 1 例認められるだけだった。すなわち，青谷上寺地遺跡に見られる母系の DNA 系
統は，ほとんどが弥生時代以降に日本列島にもたらされたものだと考えられる。
2. 核 DNA の分析
　NGS を用いたミトコンドリア DNA 分析で，充分な量の DNA が残っていると予想された 6 サン
プルについて，核ゲノムの解析を行った。解析に用いたサンプルと結果を表 3 に示す。内訳は大臼
図 2　APLP 分析の結果（例）
1-5 レーンは，マクロハプログループＭを判別するプライマーセットによる PCR 反応の結果。8-12 レーン
はマクロはプログループＮを判別するプライマーセットによる結果。いずれも明瞭な増幅のバンドが確認さ
れている。レーン 1 と 8 は頭骨 No.5,，レーン 2 と 9 は頭骨 No.6，レーン 3 と 10 は頭骨 No.8（下顎），レー
ン 4 と 11 は頭骨 No.10，レーン 5,12 は頭骨 No.12 の結果。レーン 6 と 13 はブランクコントロール，レーン
7 と 14 はネガティブコントロールの結果を示す。
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図 3　ミトコンドリア DNA ハプログループの内訳
各ハプログループの比率を示したもの。縄文系集団が持っていたと考えられるハプログループ
である M7a の比率は小さく，残りの大部分は渡来人に由来するハプログループである。
歯が 4 サンプル，側頭骨を用いたものが 2 サンプルだった。解析できたゲノムの量を示すカバレッ
ジは，最も良かった 8 号頭骨で約 40 %，最も悪いのが下顎 10 号の 1 % 程度とバラツキがある。特
に DNA の残りが良かった 8 号は，内部に脳が残っていたサンプルでもあることから，軟部組織の
残りの良いサンプルは，やはり DNA の残りも良いということが確認された。
　各個体のDNA断片から，X染色体とY染色体由来の断片の比を求めて性別を判定した。その結果，
第 15 頭骨を除いて，5 体が男性だった。これは形態学的な研究から導かれた結論と一致している［井
上・松本 2002］。更に男性と判定された 5 体について，Y 染色体 DNA のハプログループを推定した（表
3）。下顎 10 号は DNA 断片の数が足りずに決定に至らなかったが，他の 4 個体に関しては，2 体
でサブグループまでを判定し，2 体で大分類までのハプログループの決定ができた。興味深いこと
に，決定できた 4 体のハプログループのうち，渡来系の弥生人のハプログループと考えられるもの
は 21 号頭骨の一体のみ（ハプログループ O）で，残りは縄文系と考えられているタイプだった（ハ
プログループ C1 と D）。この結果は，ミトコンドリア DNA とは全く逆の傾向を示すことになった。


























頭骨 No.1 （29240） 152,305 7,165 55 25.24 0.999 0.328 B5b1a2 89.9 B5b1a2
頭骨 No.2 （26530） 208,641 2,599 49 9.15 0.978 0.305 D 81.61 D4g1c
頭骨 No.3 （27708） 411,161 28,937 57 113.5 1.000 0.312 D4b2b1d 98.34 D4b2b1d
頭骨 No.4 （26396-1） 243,328 2,024 57 7.26 0.974 0.263 M7b1a1a1 88.06 M7b1a1a1*
頭骨 No.5 （26356-1） 421,385 5,231 43 16.71 0.998 0.087 B4f 80.13 B4f
頭骨 No.6 （29241-1） 218,674 2,014 55 7.35 0.963 0.297 D4c2 69.61 D4c2*
頭骨 No.8 （33762） 1,132,987 32,955 41 107.97 1.000 0.102 N9a2a1 98.02 pre-N9a2a1
頭骨 No.9 （27704） 406,183 1,921 52 7.24 0.986 0.279 D4b2b1 92.10 pre-D4b2b1d
頭骨 No.10 （27203） 188,084 1,578 51 5.45 0.949 0.247 M9a1a1 78.17 M9a1a1（a?）
頭骨 No.12 （29617） 317,197 5,653 51 19.81 0.994 0.300 D4b2b 91.67 D4b2b1d
頭骨 No.14 （27971-1） 124,905 324 49 1.15 0.662 0.239 H2a2a 60.63 （M7b1a?）
頭骨 No.15 （27893） 1,826,315 2,941 52 11.05 0.996 0.239 D4b2a2a 87.82 D4b2a2a1
頭骨 No.19 （31008） 636,686 30,203 37 95.19 1.000 0.077 M7b1a1a1 100.00 M7b1a1a1*
頭骨 No.21 （26349） 477,880 1,595 56 5.88 0.962 0.227 D4c1b1 79.35 D4c1b1
頭骨 No.22 （27999） 484,949 577 50 2.04 0.793 0.282 D4b2 62.48 D4b2（a?）
頭骨 No.23 （27674） 744,085 1,405 47 5.15 0.960 0.305 N9a2a1 71.32 pre-N9a2a1
頭骨 No.25 （26824） 1,306,065 42,947 41 136.16 1.000 0.087 D4c1b2 100.00 D4c1b2
頭骨 No.26 （29942） 749,696 9,940 39 31.44 1.000 0.074 M 89.57 D4a2a
頭骨 No.27 （26209-2） 437,004 246 58 0.92 0.563 0.288 HV 74.33 -
頭骨 No.29 （27866-1） 957,043 9,799 38 32.74 1.000 0.074 M7b1a1a1 86.82 M7b1a1a1*
頭骨 No.30 （32004） 225,715 414 53 1.71 0.831 0.260 N9b 75.80 （N9b）
頭骨 No.32 （26356-1） 535,484 68,051 37 211.23 1.000 0.087 D4b2a2a1 97.14 D4b2a2a1
頭骨 No.33 （7437-7446） 448,181 19,280 47 70.80 1.000 0.296 D4g1a 94.57 D4g1a
頭骨 No.SX-1 76,723 5 88 0.02 0.025 0.000 - - -
下顎 S1 （27163-1） 145,412 655 36 1.96 0.796 0.089 R 67.21 B4c1a1a1a
下顎 S2 （27972） 348,851 4,201 54 14.91 0.969 0.312 M7b1a1 77.30 M7b1a1a1?
下顎 S3 （29250-1） 228,394 5,745 37 17.43 0.999 0.168 M 90.00 D4b2a2b
下顎 S4 （29547） 404,894 5,976 53 21.25 0.995 0.294 C 86.97 C1a
下顎 S5 （30558） 273,790 38,544 37 117.2 1.000 0.104 D4b2b1+146 99.08 pre-D4b2b1d
下顎 S6 （30723） 317,441 27,852 49 97.28 1.000 0.102 D4b2a2 98.35 D4b2a2
下顎 S7 （30738） 315,181 27,611 38 81.69 1.000 0.101 D4a1a1 100.00 D4a1a1*
下顎 S8 （31107） 787,115 56,674 44 186.93 1.000 0.077 M7b1a1a1 98.49 M7b1a1a1
下顎 S10 （31822） 562,158 79,941 42 249.71 1.000 0.094 N9a2a 96.64 N9a2a*
下顎 S11 （31909） 874,685 117,732 40 380.46 1.000 0.079 G1a1a2 98.32 G1a1a2
下顎 S13 （32924-1） 221,989 13,455 43 41.98 1.000 0.104 N9a2d 97.49 N9a2d
下顎 S14 （33685） 100,818 3,657 37 10.41 0.995 0.109 B4b1a1b 83.45 B4b1a1b
下顎 S15 （30614） 276,613 15,793 38 48.04 1.000 0.088 M7a1a1a 97.82 M7a1a1a
下顎 K12 （32569） 378,589 82,972 45 290.29 1.000 0.053 D5a1a1 97.67 D5a1a1
表 2　ミトコンドリアゲノム分析の結果
*1 Weissensteiner et al.［2016］の手法





























1 44,870,105 1,908,102 48 91,430 173 0.0019 女性 - 4.35 % 12.83 %
2 132,335,941 4,488,834 41 222,774 445 0.0020
3 54,702,377 2,454,533 46 123,729 263 0.0021




1 37,654,217 345,091 55 9,055 968 0.1069 男性 O 2.63 % 2.78 %
2 71,048,662 742,699 41 20,336 2,208 0.1086
3 47,270,334 526,690 47 14,473 1,513 0.1045
4 42,781,433 438,684 48 11,966 1,307 0.1092
下顎 S7 
（30738）
1 64,244,163 452,879 53 13,224 1,334 0.1009 男性 C1a1 0.23 % 2.34 %
2 69,018,427 486,583 46 14,110 1,488 0.1055
3 38,309,703 291,934 52 8,415 906 0.1077
4 32,941,957 270,650 53 7,679 802 0.1044
下顎 S8 
（31107）
1 58,225,003 823,020 55 26,178 2,989 0.1142 男性 D 0.98 % 5.66 %
2 99,133,717 1,138,814 58 35,675 3,984 0.1117
3 61,519,792 771,060 59 24,414 2,839 0.1163
4 60,960,205 699,384 59 21,814 2,483 0.1138
下顎 S10 
（31822）
1 96,676,146 297,120 49 7,781 840 0.1080 男性 不明 1.43 % 1.24 %
2 63,657,880 233,137 50 6,169 621 0.1007
3 59,712,249 196,068 51 5,154 542 0.1052




1 175,542,773 7,455,919 54 211,656 23,425 0.1107 男性 C1a1 1.08 % 39.53 %
2 247,484,225 12,066,349 49 346,280 37,768 0.1091
3 162,649,739 9,520,187 52 275,367 30,232 0.1098
4 60,885,029 4,627,784 52 137,033 15,371 0.1122
*1 Dedup により重複除去処理まで行ったデータ





　2010 年以降，次世代シークエンサが古人骨 DNA 分析に用いられるようになった事で，古代人
のゲノムが解析され，これまでには知ることのできなかった集団の成立のシナリオが語られるよ
うになっている［例えば Gamba et al., 2014; Fu et al., 2016］。日本列島の人類集団の形質は，縄文か




の多くが渡来人に由来するものであるのに対し，父系に伝わる Y 染色体 DNA の大部分が在来の
縄文人に由来するものだと考えられることは，婚姻が在来系集団と渡来系集団の間でランダムに行
われなかった可能性を示唆している。しかし解析できた Y 染色体ハプログループのデータが 4 例
と少ないので，現段階ではこの問題に結論を出すことは難しい。その解明は今後の課題としたい。
　今回の解析では，解析した 32 サンプルで 29 のミトコンドリア DNA の種類（ハプロタイプ）を
確認した。ミトコンドリア DNA は母系に遺伝するので，同一の配列を持つもの同士は，母系につ
ながる親戚，例えば母と子，同じ母から生まれた子ども同士などの関係にある。その中で共通する
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図 1　実験に用いた側頭骨の錐体部
左はサンプルを採取する以前の写真。右は錐体の内部から 0.3 グラム程度の骨片を採取した
後のサンプル。矢印で示した部位にドリルで穴を空け，錐体の内部にある内耳の部分からサ
ンプリングしている。
図 4　主成分分析の結果
青谷上寺地遺跡のサンプルと，東アジアの古代人と現代人グループを併せた主成分分析の結果。
図の下から斜め右上の方向に向かって，大陸の集団が北から南に向かって並んでいる。現代日本
人はこの大陸集団から離れた部分に位置しており，北京の中国人と現代日本人の中間には韓国人
が位置している。そして，その反対側のはるか離れた位置に縄文人がいる。青谷上寺地遺跡のサ
ンプルはいずれも現代日本人の範疇に入っているが，小さな範囲に固まることはなく散在している。
